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SUMMARY

BACTERIAL DEGRADATION OF CRUDE OIL IN
NORTHERN BRITTANY SEASHORE SEDIMENTS

The weathering of petroleum was monitored by high temperature high resolution
gas-liquid chromatography in northern Brittany seashore sediments, either contaminated
by the Amoco Cadiz o0il or experimentally polluted. Most aliphatic and aromatic hydrocarbons
were relatively rapidly degraded, but some compounds like isoprenoids (pristane and phytane),
triterpanes and alkylated phenanthrenes and dibenzothiophenes appeared to be more recalci-
trant. In high energy sites (Roscoff beach), cleaning of the sediments was achieved between
12 and 18 months, whereas the Abers muddy sediments contained after two years bacterially
neosynthesised very long chain n-alkanes (>n-C50). Interaction between physical leaching
and biodegradation was responsible for sediments depuration. Aeration, nutrients availa-
bility and initial amount of oil in the sediments were the main factors affecting the bio-
degradation cinetics. In every site under study, a major part of the heterotrophic bacter-
ial population was able to degrade hydrocarbons, as a result of a natural adaptation
process of the indigenous microflora,

INTRODUCTION

On étudie 1'évolution, sous 1l'action des bactéries, des hydrocarbures aliphatiques
et aromatiques de pétroles bruts dans des sédiments marins littoraux sableux et vaseux
de la cOte nord de la Bretagne.

Une premiére étude a porté sur le suivi des hydrocarbures de la cargalson de brut
de 1'Amoco Cadiz, échoué A Portsall le 16 Mars 1978, dans les sables de la plage de Roscoff
et dans les vases de 1'Aber Benolt et de 1'Aber Wrach de Mai 1978 & Janvier 1980.

Une seconde étude, expérimentale, a été conduite a Dinard et avait pour but de sui-
vre 1'évolution d'un brut Arabian Light (BAL 150), de composition voisine de celui de
1'Amoco Cadiz a 1a surface de sédiments sablo-vaseux de 1'estuaire de la Rance, en présence
de différents traitements.

Pour ces deux études, on a prélevé périodiquement des echant1llons de sédiments
superficiels, sur lesquels on a réalisé des dosages et analyses chimiques de la composition
des hydrocarbures résiduels, ainsi que des dénombrements de la microflore hétérotrophe
"totale" MT et de la microflore utilisant des hydrocarbures MA,

MATERIEL ET METHODES

Le protocole détaillé de dosage et d'analyse des hydrocarbures est décrit dans
Oudot et al., 1981, Le principe consiste A extraire les hydrocarbures du sédiment par du
chloroforme, puis & séparer 1'extrait obtenu en fractions saturée et aromatique par chro-
matographie liquide., Les deux fractions obtenues sont pesées et analysées par chromatographie
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en phase gazeuse & haute résolution HR-CPG.

Les dénombrements bactériens sont réalisés selon la méthode du nombre moyen le plus
probable, en milieu liquide (2 tubes par dilution). La composition des milieux de culture est
la suivante : .
~ microflore "totale" : trypticase soja : 30 g, sels d'eau de mer synthétique (HW) : 35 g,

cau distillée : 1000 ml.
- microflore adaptée : sels marins HW : 35 g, KH2P0 :+ 0,68 g, Na HPO, : 1,80 g, NO NH4 s 1g,
solution d'oligo éléments : 0,1 ml, extrait de levure : 10 mg, €au distillée : 1080 ml.

Pour l'expérience de Dinard, ‘on a choisi un terrain d'essai 3 faible dynamique,
situé en amont de 1'usine marée-motrice. Les parcelles, délimitées au niveau haut de 1'étiage,
ont recu le 3 Mars 1980 les traitements suivants :

1 - témoin non pollué -

2 ~ pétrole seul (5 1. m “)

3 - pétrale + 30 % de S$320 (produit a base de vinasses de sucrerie et de sels’

d'ammonium d'acides gras).

4 - pétrole + 40 % de craie hydrophobe (Nautex)

5 - pétrole + S$320 + craie

6 - pétrole + 1 kg.m~2 d'engrais agricole (KB, N/P/K : 22/11/11)

RESULTATS

EVOLUTION DES HYDROCARBURES DE L'AMOCO CADIZ
Rosco4d

 La figure 1A montre la composition, définie par HR-CPG, des fractions aliphatiques
(H) et aromatiques (B) du BAL 150.

La figure 1B illustre 1'évolution du pétrole dans les sables de Roscoff. Dans
la fraction aliphatique, on observe la diminution réguliére au cours du temps des n- et
iso-alcanes, les fractions légéres disparaissant avant les fractions lourdes. Les rapports
nC17/pristane et nC18/phytane s'inversent (105 H), et ces deux composés restent seuls
identifiables (104 H) en Janvier 1979 (temps en mois = t 10). En janvier 1980 (t 22), la dis-
parition des hydrocarbures aliphatiques est totale (194 H).

Dans la fraction aromatique, on constate 1'élimination rapide des mono- et diaro-
matiques (alkylbenzeénes et méthylnaphtalénes), absents dés t2. Par contre, des triaromatiques
(di~ et triméthyl- phénanthrénes) et surtout des aromatiques soufrés (di~ et triméthyl-
dibenzothiophénes) persistent jusqu'd t10 (105 B). A t22, ces polyaromatiques alkylés APD
ne sont plus mis en évidence dans les sables de Roscoff.

Aber Benoilt et Aber Wrach

Dans les sédiments vaseux & faible dynamique de ces sites, 1'évolution du pétrole
est différente (Fig. 2). En Mars 1979 (t12, CiH), on note dans l'Aber Benoit que la plupart
des n- et isoalcanes 2 chalnes courtes et moyennes ont disparu, mais que des isoprénoides (%),
en particulier PR et PH, subsistent, ainsi que des alcanes 2 chaine longue (nC30-nC40) et
des aliphatiques pentacycliques de la série du hopane, les triterpanes (Tr) (Boehm et al.
1981). Ces derniers composés sont encore identifiables & t19 (C1B) et on remarque & t19
(D1B) la présence de composés de poids moléculaire élevé, vraisemblablement des acides gras
(ou esters) 3 longue chaine (LCFA), .

Dans 1'Aber Wrach, & t22 (202H), le pristane et le phytane persistent, ainsi que les triter-
panes. On note en outre la présence d'alcanes 3 trés longue chaine VLCA dont le spectre
s'étend de nC40 A plus de nC50, A cette méme époque, des APD sont encore détectés dans la
fraction aromatique,

EVOLUTTON DES HYDROCARBURES A DINARD

Le tableau 1 rapporte les valeurs au cours du temps de la teneur en hydrocarbures
saturés et aromatiques des différentes parcelles expérimentales,
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12 Mars 1980 11 Avril 18 Juin 17 Juillet |10 Septembre
Parcelle H B H B| H B H B H B
1. Témoin 150 180 110 76] 140 93 17 15 70 37
2, Pétrole seul |12400 2840f 4050 2190f 5530 2100 | 7670 3300 750 506
3. + 8320 21400 6900} 19700 4900| 9900 3550 |14000 4700 1900 1100
4, + Craie 39900 9000{ 24000 6150 9900 3050 1400 1100 820 550
5. + Craie +8320({35200 11600| 38200 1200021400 6600 - - 13900 4800
6. + Engrais 7100 2650| 11100 4760} 2720 2020 | 6250 2340 1720 852
% perte
moyenne (2-6) o 0 16 10 57 48 68 57 84 77

Tableau 1. Evaluation gravimétrique de la teneur en hydrocarbures saturés (H) et aromatiques
(B) des parcelles expérimentales (ppm/poids sec). L'épandage initial a eu lieu
le 3 Mars 1980. ’

Au bout de 6 Mois, on constate une perte moyenne de 80 7 des hydrocarbures.
L'évolution chimique du pétrole est variable selon les parcelles (figure 3). Ainsi ‘la
parcelle 5 montre une évolution relativement faible de la.fraction aliphatique (S5H) et
plus sensible de la fraction aromatique (S5B). Les résultats des parcelles 2 & 4 sont
similaires. Au méme temps, dans la parcelle 6 la dégradation des fractions aliphatique (S6H).
et aromatique (S6B) est beaucoup plus nette. Dans toutes les parcelles, le schéma de
1'évolution chimique de cette contamination expérimentale est tout & fait comparable i
celui relevé a Roscoff, '

DENOMBREMENTS BACTERTENS

La figure 4A montre 1'évolution de la microflore hétérotrophe "totale" (MT)
et de la microflore adaptée aux hydrcdcarbures (MA) dans les sédiments de 1'Aber Benoit, de
Mars 4 Octobre 1979 (t12 3 t19). On note que MT reste remarquablement constante au cours
du temps (10778 cellules/g de sédiment humide), tandis que MA présente un maximum significa-
tif (P > 0,01) en Juillet. Le rapport MA/MT reste compris entre O,1 et 10, ce qui indique
que les deux populations sont d'un ordre de grandeur comparable (moins d'un facteur 10
d'écart en un temps donné). '

A Dinard, le pétrole seul a peu d'influence sur la microflore "totale" (figure 4B),
mais il provoque en moins d'un mois une augmentation sensible (X10 & X100) de la microflore
adaptée (figure 4C). Avant la contamination, le rapport MA/MT est compris entre 0,01 et 0,1.
Dans la parcelle 2, traitée au pétrole seul, le rapport MA/MT devient égal ou supérieur
4 1 en moins d'un mois. Dans les parcelles 3 a 6, les traitements induisent une forte
stimulation de MA (X10 3 X100) et plus encore de MT (X100 % X1000) l'action des traitements
craie + S 320 étant plus nette que celle de l'engrais et du S 320 seul. Dans ces parcelles,
le rapport MA/MT évolue entre 0,1 et 1 au bout de 2 a 3 mois, Ainsi MA et MT deviennent
d'importance comparable entre 1 et 3 mois, selon les parcelles. Les populations sont d'un
ordre de grandeur plus élevé que dans 1'Aber (109-10 cellules/g). L'observation qu'un
épandage d'hydrocarbures provoque une augmentation rapide de la microflore capable de les
assimiler confirme les résultats de nombreux auteurs ({n Bartha et Atlas, 1977).

DISCUSSION

L'évolution des spectres des fractions aliphatiques et aromatiques du pétrole est
caractéristique et refléte les données connues de la biodégradation bactérienne des hydro-
carbures.

Dans les zones 3 forte dynamique (plage de Roscoff), 1'épuration des sédiments
sableaux est d'une manitre générale achevée 12 A 18 mois aprés la pollution. Certains iso-
prénoides, en particulier le pristane et le phytane, sont plus lentement dégradés que les
composés de poids moléculaire voisin., L'élimination de la majeure partie des hydrocarbures
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aromatiques est relavitement rapide, mais des polyaromatiques alkylés, surtout soufrés, per-
sistent pendant pris d'un an,

Dans les abers, le schéma d'évolution des hydrocarbures est différent et on note
aprés deux ans la présence d'alcanes 4 trés longue chalne. Ces composés ne sont pas détectés
dans le pétrole d'origine et nous considérons qu'il s'agit de composés néoformés qui résul-
tent de 1'activité bactérienne dans les sédiments vaseux (Oudot et af., 1981). Leur formation
pourrait passer par le stade intermédiaire d'acides gras de poids moléculaire élevé (Fig.
3,D1B) qui proviennent cux-miémes de la biodégradation des n-alcanes du pétrole d'origine
({n Watkinson, 1978). La production 41 vitho de n-alcanes a chalnes longues jusqu'ad n-C43
dans des cultures bactériennes sur hydrocarbures a déja été signalée (Walker et Colwell, 1976).
Nous avons observé dans 1'Aber Wrach la formation d'alcanes jusqu'ad plus de n-C55 (Oudot et
al., 1981).

Le lessivage apparait comme le facteur principal de 1'épuration des sédiments
littoraux, mais 1'évolution chimique du pétrole contaminant cst essentiellement de a 1'ac-
tivité de dégradation des bactéries du sédiment. Ainsi dans 1'expérience de Dinard, le
tableau 1 indique en 6 mois une perte moyenne de 80 7% des hydrocarbures saturés et aromatiques,
tandis que les analyses chromatographiques correspondantes (fig. 3) font apparalitre des pertes
par bioddgradation comprises entre 20 et 30 Z. Le¢ lessivage concerne le pétrole brut, surtout
dans les sites a haute énergie, et les produits de dégradation des hydrocarbures, beaucoup
plus solubles que les composés d'origine (la biodégradation débute trés généralement par une
hydroxylation, 4n Watkinson, 1978).

Dans les vases de 1'Aber Benoit comme dans les sédiments de 1'estuaire de la Rance,
les résultats des dénombrements font apparaitre que 10 2 100 Z de la population bactéricnne
est capable d'assimiler les hydrocarbures, a la suite d'un processus naturel d'adaptation
de la microflore indigéne pré-éxistante. Dans 1'expérience de Dinard, la période d'adapta-
tion varie entre 1 et 3 mois. Ceci rejoint de nombreuses observations, faites tant dans le
sol et les eaux douces (Oudot, 1975 ;- Benkirane-Bennis, 1981) que dans le milieu marin
({in Bartha et Atlas, 1977). Ce processus d'adaptation parait ainsi se réaliser dans tous
milieu naturel contaminé.

L'épuration des sédiments est plus ou moins compléte et rapide selon leurs caracté-
ristiques structurales et dynamiques. Ainsi la différence entre les sédiments sableux et va-
seux peut s'expliquer, pour une part, par un transfert d'oxygéne moindre dans les vases,
conduisant a un métabolisme bactérien différent. On sait également que la disponibilité
des éléments nutritifs, en particulier N et P, joue un rdle déterminant. Si cette influence
a été formellement démontrée {n vi{tro (Bartha et Atlas, 1977 ; Fusey et al., 1975 ;

Benkirane Bennis, 1981), les données recueillies 4n 4{fu sont plus rares et moins concor-
dantes. Dans 1'expérience de Dinard, 1'accélération de la biodégradation par les fertilisants
a été moindre que celle qui était attendue. Les traitements ont entrainé un accroissement
sensible de la population bactérienne capable de métaboliser les hydrocarbures, mais on n'a
pas constaté une accélération corrélative de 1'évolution chimique du pétrole. Ceci peut
s'expliquer pour une part par le lessivage prématuré des éléments fertilisants, mais il
apparalt aussi qu'un autre facteur, la concentration des hydrocarbures dans les sédiments,
a joué un rdle déterminant. Ainsi a Dinard, le stade de dégradation observé par HR-CPG en
un temps donné apparait plus 1ié & la teneur en hydrocarbures résiduels de 1'échantillon
qu'au trhaitement effectué. En cffet, malgré un épandage initial identique, la parcelle 5

(S 320 + Craie) était pendant toute la durée de 1'essai beaucoup plus contaminde que la
parcelle 6 traitée a 1'engrais ou la dégradation est beaucoup plus nette (tableau 1). La
différence relevée entre les concentrations pcut &tre due aux traitements réalisés, car la
craie hydrophobe fixe le pétrole 4 la surface du sédiment et limite le lessivage.

11 ecxiste en fait une inter-relation étroite centre tous les paramétres, et une
forte tencur en hydrocarbures peut rendre rapidement limitants les facteurs adération et/ou
disponibilité des éléments nutritifs, ce qui a pour effet de retarder la biodégradation.

La chromatographie en phase gazeuse & haute résolution permet de suivre 1'évolution
détaillée d'un grand nombre de constituants individuels du pétrole. Malgré la haute efficaci-
té de cette technique, il n'est pas possible de séparer tous les composés, comme les fractions
lourdes et les nombreux produits de dégradation du pétrole. On ne dispose actuellement que
de données tres fragmentaires sur le devenir de ces composés,

RESUME
On ¢tudie par chromatographie en phase gazeuse a haute résolution et a haute tem=
pérature 1'évolution de pétroles bruts dans des sédiments littoraux de la Bretagne nord,
pollués par la cargaison de 1"Anmoco Cadiz ou expérimentalement contaminés. La plupart

des hydrocarbures aliphatiques et aromatiques identifiables sont relativement rapidement
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dégradés, mais certains composés : isoprénoldes, triterpanes et dérivés alkylés du phénan-
thréne et du dibenzothiophéne sont plus résistants 3 la biodégradation, Dans les sites a
forte dynamique (plage de Roscoff), 1'épuration est compléte aprés 12 et 18 Mois, tandis

que les vases des abers contiennent aprés deux ans des n-alcanes néoformés a trés longue
chaine (>nC50), d'origine bactérienne, L'épuration des sédiments résulte de 1'inter-action
entre le lessivage et la biodégradation. Les principaux facteurs influengant la biodégra-
dation sont 1'aération, la disponibilité des éléments nutritifs et surtout la concentration
en produits pétroliers contaminants, Dans tous les site étudiés, une forte proportion de la
population des bactéries hétérotrophes est capable d'assimiler les hydrocarbures, i la suite
d'un processus naturel d'adaptation de la microflore indigéne.

MOTS CLES
Hydrocarbures, biodégradation, sédiments marins, chromatographie en phase gazeuse,
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Figure 1A :

Figure 1B :
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Analyse par CPG a haute résolution de la fraction aliphatique (1) et aromatique
(B) du BAL 150. Les numéros des pics correspondent au nombre d'atomes de carbone
des n-alcanes.

Evolution du pétrole de 1'Amoco Cadiz dans les sédiments sableux de la plage
de Roscoff. 105H et 105B, sédiment du haut de 1'estran, février 1979 (tl11) ;
1044, bas de l'estran, février 1979 (t11) ; 194H, bas de 1'cstran, janvier 1980

(t22). APD ; phénanthrénes et dibenzothiophénes alkylés, IS : Ippm étalon interne

(n-eicoséne =1)., PR : pristane j; PH : phytane.




# jsoprenoide
Tr:triterpanes

DiH : D18

202H

Figure 2 : Evolution du pétrole de 1'Amoco Cadiz dans les vases des Abers. CiH et CIB,
Aver Benoit, mars 1979 (t12) ; DIH et D1B, Aber Benoit, octobre 1979 (t18) ;
202H, Aber Wrach, janvier 1980 (t22). LCFA : acides (esters) gras i longue
.chaine ; VLCA : alcanes 3 trés longue chaine.
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Figure 3
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: Evolution du BAL 150 dans 1'essai de Dinard, 6 mois aprés 1'épandage. S5H et S5B,

parcelle S320 + Craie ;
DBZ : dibenzothiophénes

P6H et P6B, parcelle engrais agricole. NPH

PN : phénanthrénes.
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Figure 4.A:
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Evolution de la microflore "totale" MT et de la microflore adaptée aux hydrocar-
bures (MA) dans les vases de 1'Aber Benoit (moyenne et écart-type de 6 dénombre-
ments par point),

! Evolution de la microflore "totale” dans 1'expérience de Dinard sur les diffé-

rentes parcelles, 1 témoin non pollué ; 2 pétrole seul ; 3 pétrole + S 320 ;
4 pétrole + craie ; 5 pétrole + craie + $320 ; 6 pétrole + craie., En trait
plein, moyenne des traitements 3 i 6.

Evolution de la microflore adaptée dans l'expérience de Dinard,
P
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